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RESUMEN
El objetivo del presente trabajo fue estudiar la expresión de laminina 5 en cortes de
biopsias de pie equino precultivados con veneno de serpiente Bothrops diporus por
histopatología e inmunohistoquímica contra controles no tratados. Las membranas
basales de las láminas de las biopsias, así como las de las arteriolas y venas interlamelares
evidenciaron intensa inmunomarcación de laminina 5 (L-5) en los cultivos controles; sin
embargo, fue significativamente menor en las biopsias precultivadas con el veneno de B.
diporus concomitantemente con la disrupción de la histoarquitectura típica de las
laminillas. Estos resultados describen por primera vez la normo-localización de L-5 en
biopsias de pie equino y el efecto de las metaloproteinasas, componentes de los vene-
nos de B. diporus, tanto en la integridad lamelar como en los componentes de la
vascularización.
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ABSTRACT
The aim of the present study was to study the expression of laminin 5 in equine foot
biopsies precultured with venom of Bothrops diporus by histopathology and
immunohistochemistry against untreated controls. The basal membranes of the laminae
of the biopsies, as well as those of the interlamellar arterioles and veins, showed intense
immunostaining of laminin 5 (L-5) in the control cultures; however, it was significantly
lower in pre-cultured biopsies with the B. diporus venom concomitantly with the disruption
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of the typical laminar plate histoarchitecture. These results describe for the first time the
normo-localization of L-5 in equine foot biopsies and the effect of the metalloproteinases,
components of B. diporus venoms, both in the lamellar integrity and in the components
of the vascularization.
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INTRODUCCIÓN
La unión dermo-epidérmica del pie equi-
no es una estructura que recubre a la tercera
falange y se caracteriza por ser celular y
avascular (epidermis) que depende del inter-
cambio gaseoso de sus células basales y de
la irrigación proporcionada por el tejido dér-
mico para su adecuada nutrición (Pollitt
1998a,b). Esto lo constituye en una región
anatómica muy vascular y, dada su accesibi-
lidad, se torna favorable para la obtención de
biopsias destinadas al estudio de posibles efec-
tos adversos de sustancias tóxicas sobre la
estructura vascular.
Diferentes etiologías con acción
sistémica en el paciente pueden alterar la red
vascular y otros componentes de la unión
dermo-epidérmica del pie equino causando
laminitis (McGowan 2008; Bailey et al.,
2009), patología que se caracteriza por inten-
so dolor y desprendimiento de láminas con
las consecuencias que ello provoca. Así, por
ejemplo, las intoxicaciones por veneno de
serpientes inducen una serie de efectos loca-
les y sistémicos, incluyendo laminitis
(Dickinson et al., 1996; Acosta et al., 2006).
En mordeduras de ofidios se observa que, si
bien las alteraciones sistémicas se controlan
luego de la administración del suero
antiofídico, ocurren lesiones permanentes en
el casco del miembro afectado (Dickinson et
al., 1996; Acosta y Brem, 1997).
Las serpientes del género Bothrops,
pertenecen a la familia Viperidae. Sus vene-
nos inducen daños locales como hemorragia,
mionecrosis y edema (Gay et al., 2005), su-
mado a efectos sistémicos tales como desór-
denes de la coagulación (Bogado et al., 2013),
shock cardiovascular y falla renal aguda.
Estos efectos son inducidos por una variedad
de componentes, tales como fosfolipasas A2
(Garcia Denegri, 2011), enzimas tipo trombina
(Vieira et al., 2004) y metaloproteinasas, en-
tre otras (Wang y Huang 2002). Es probable
que las hemorraginas que son
metaloproteinasas (Gutiérrez y Rucavado
2000; Gay et al., 2009; Oliveira et al., 2010)
alteren la circulación del pie y provoquen al-
teraciones de las láminas dérmicas (Moore
et al., 2004; Teibler et al., 2017). Otras sus-
tancias del veneno inducen a inflamación,
como las PLA2 (Garcia Denegri, 2011) a lo
que se le suma la reacción propia del animal,
con liberación de mediadores tales como
histamina, serotonina, prostaglandinas y otros
(Texeira et al., 2009).
En la estructura del pie se encuentra la
membrana basal (MB), estructura compleja
de proteínas que constituye una importante
barrera para el pasaje del material entre el
epitelio y los compartimientos del tejido
conectivo (Pestronk et al., 1982). La MB es
responsable de la unión de las láminas
dérmica, epidérmica y, consecuentemente, de
soportar todo el peso corporal. Está compues-
ta mayormente por colágeno, laminina y
proteoglicanos (LeBleu et al., 2007) y for-
mada por tres capas: la lámina densa, la lá-
mina lúcida, próxima a la membrana de las
células y la lámina interna reticularis, cuya
periferia se confunde con el colágeno de cé-
lulas inmersas en la matriz extracelular
(MEC) vecina, secretado tanto por las célu-
las endoteliales como por las células
estromales vecinas (Katwa et al., 1999). La
Rev Inv Vet Perú 2018; 29(2): 462-471464
P. Teibler et al.
lámina densa está constituida por colágeno
tipo IV, cuya estructura a diferencia de los
otros colágenos, no es fibrilar sino
multilaminada y su estructura de triple hélice
le da a la MB una plasticidad especial.
Las lamininas son componentes de la
MEC que contribuyen a la arquitectura de
las membranas basales y median la adhesión
celular, el crecimiento, la migración y la dife-
renciación (Yurchenco y Schittny, 1990). La
localización de variantes específicas de teji-
dos sugiere que cada isoforma de laminina
cumple funciones particulares (Engvall,
1993). La L-5 se encuentra en la zona de la
membrana basal de la piel, la tráquea, el tracto
alimentario y otros epitelios escamosos es-
pecializados en funciones secretoras o pro-
tectoras. Esta proteína heterotrimérica es sin-
tetizada y secretada por las células epiteliales
basales (Aberdam et al., 1994). En la piel se
encuentra con los filamentos de anclaje de la
lámina lúcida, estructuras filamentosas que
unen las hemidesmosomas a la lámina densa
de la unión dermo-epidérmica (Rouselle et
al., 1991; Verrando et al., 1993).
Como indica Pollitt (1996), las lesiones
en la laminitis se caracterizan por la separa-
ción y desintegración de la membrana basal
laminar de las células epidermales basales,
resultando en una alteración de la anatomía
de la pared interna del casco, presentándose
una disociación de las láminas dérmicas y
epidérmicas. En casos severos, el proceso
puede causar la separación de la falange
distal del casco. Diversos estudios señalan
que la degradación de la MB es común en la
mayoría de los tejidos epiteliales durante la
laminitis equina, sugierendo el rol de facto-
res dañinos sistémicos (Visser y Pollitt, 2011),
donde la desintegración de las láminas está
mediada por la liberación descontrolada y
excesiva de las MMP activas (Pollitt, 1996).
Por otra parte, la acción de las MMP
exógenas puede presentarse durante las
intoxicaciones con venenos de ciertas espe-
cies ofídicas. Así, se reporta la existencia de
MMP como componentes en el veneno de
B. diporus que podrían repercutir en altera-
ciones sistémicas, de la vascularización y en
la estructura del tejido muscular (Teibler et
al., 2017). Sin embargo, poco se sabe de la
localización fisiológica de la L-5 en biopsias
de equinos y del efecto de este veneno, rico
en MMP, sobre la estructura de las láminas
de cascos y de los componentes vasculares
anexos. Por lo tanto, el objetivo del presente
trabajo fue analizar los efectos que causa el
veneno entero de B. diporus sobre el pie
equino a partir de biopsias obtenidas de la
zona de muralla.
MATERIALES Y MÉTODOS
Obtención y Conservación del Veneno
Se obtuvo un pool de veneno de
especímenes adultos de Bothrops diporus
capturados en el nordeste argentino y man-
tenidos en el serpentario de la ciudad de Co-
rrientes, Argentina. El procedimiento de ex-
tracción fue realizado por personal especiali-
zado siguiendo las normativas bioéticas in-
ternacionales. El veneno fue desecado a tem-
peratura ambiente y mantenido a -20 ºC. Fue
disuelto al momento de su uso con una solu-
ción salina de buffer fosfato pH 7.2.
Toma de Biopsias
La toma de muestras se realizó por
biopsias, a partir de la cara dorsal de la ter-
cera falange de cinco equinos de raza indefi-
nida, de 3 a 15 años de edad, en el quirófano
del Hospital de Clínicas de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Na-
cional del Nordeste (UNNE), previo lavado
intenso de los miembros. El procedimiento fue
realizado por veterinarios siguiendo las nor-
mativas bioéticas internacionales y el proto-
colo aprobado por el Comité de Bioética de
la institución.
Los animales fueron tranquilizados con
maleato de acepromacina 1% a dosis de 0.05
mg/kg. Luego se realizó el adelgazamiento
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del casco a nivel de la cara dorsal de la ter-
cera falange utilizando una escofina. Se pro-
cedió al bloqueo abaxial mediante anestesia
perineural con lidocaína al 2% a razón de 3
ml. Posteriormente y después de frotar la
pared del casco con solución limpiadora de
povidona yodada, se procedió a aplicar la téc-
nica descripta por Ribeiro et al. (2017) modi-
ficada. Para esto, se definió un área de 4x1
cm en la porción más dorsal de la cápsula del
casco a una distancia de 3 cm distal a la ban-
da coronaria. El tejido queratinizado se adel-
gazó hasta el punto en que el tejido de la pa-
red del casco dorsal se volvería flexible cuan-
do se presionara con el fórceps. A partir de
ese punto, se procedió a la toma de muestra,
se incidió el tejido laminar dentro de los lími-
tes internos del área adelgazada usando un
bisturí (hoja N.° 24) y se practicó un vendaje
compresivo, previa colocación de torunda de
gasa estéril embebida con povidona-iodo 3%.
El tratamiento posquirúrgico consistió en
el cambio de vendajes cada 12 h y
antibioticoterapia con penicilina-
estreptomicina (22.000 UI/kg) combinada con
analgésicos (fenilbutazona a dosis de 2.2 mg/
kg cada 24 h) durante un periodo de seis días.
Procesamiento de las Muestras
Las muestras fueron colectadas en re-
cipientes estériles e inmediatamente reduci-
das a fragmentos más pequeños de aproxi-
madamente 0.5 x 0.1 cm, incluyendo en el
corte al menos cuatro (4) láminas primarias.
Posteriormente se lavaron con solución fisio-
lógica mediante pasajes sucesivos en cajas
de Petri estériles, bajo flujo laminar, totalizando
cinco pasajes o lavados (Pollitt, 1996). Las
muestras fueron colocadas en placas de cul-
tivo celular Cellstar® de 12 pozos, contenien-
do medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Sigma Aldrich).
Los cultivos de biopsias fueron adicio-
nados con 50 µg por pozo de veneno entero
de B. diporus. Como control se cultivaron
placas con biopsias y medio de cultivo. Las
incubaciones se realizaron en estufa gaseada
humidificada (37 ºC, 5% de dióxido de car-
bono y 95% de humedad) durante 48 h.
Histopatología
Las muestras, al término de la
incubación, fueron fijadas en formaldehído
bufferado al 10% (pH 7) por 24 h y procesa-
das con las técnicas histopatológicas clási-
cas y teñidas con hematoxilina eosina (H-E).
Inmunohistoquímica
Cortes de biopsias de pie equinos
precultivados con veneno de serpiente B.
diporus (4 µm de espesor) fueron
desparafinados según procedimiento estándar
y sometidos a desenmascaramiento antigénico
con tripsina al 0.1% en cámara húmeda a
37 ºC durante 15 min. Se realizó el bloqueo
de las peroxidasas endógenas con H2O2 en
metanol durante 20 min con agitación orbital.
Las biopsias se incubaron con una dilución
1:50 del anticuerpo policlonal de conejo anti-
laminina 5 (Abcam, ab 14509, Canadá) toda
la noche a 4 ºC. En los controles negativos
se reemplazó el anticuerpo primario por PBS.
Luego de la incubación, los cortes se
lavaron con PBS y se trabajó con el kit
DAKO LSAB+/HRP kit (DakoCytomation),
conteniendo el anticuerpo secundario
biotinilado y estreptavidina. Tras dos lavados
con PBS se utilizó el cromógeno DAB
(DAKO kit) para revelación. Las muestras
se contra-tiñeron con hematoxilina y se eva-
luó la inmunomarcación según escala
semicuantitativa contra el control negativo:
(0) ausencia de expresión, (+) expresión dé-
bil, (++) expresión moderada. Se tomó como
control positivo la inmunomarcación de
laminina 5 de piel de ratón (zona axilar). To-
das las muestras fueron examinadas a doble
ciego por distintos observadores, registrán-
dose microfotografías con Cámara Olympus
Coolpix (magnificación: x100, x 400).
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RESULTADOS
Histopatología
El pie equino está formado por varias
porciones anatómicas, donde se destaca la
unión dermo-epidérmica de la cara dorsal del
pie, por ser la región blanco en la laminitis
equina. En los cortes histológicos de las mues-
tras control se observó a la microscopía ópti-
ca que el estrato laminar epidérmico conser-
vó su estructura normal, donde las láminas
primarias se inter-digitaban con el tejido dér-
mico. Las láminas epidérmicas secundarias,
que se originan en las láminas primarias, man-
tuvieron un patrón de distribución perpendi-
cular con proyecciones de puntas redondea-
das. Los núcleos de las células germinales se
encontraban dispuestos en forma ordenada y
oblicua al borde externo de la membrana
basal y presentaban morfología ovalada.
La dermis conservó la estructura nor-
mal de los vasos sanguíneos, terminales ner-
viosas, y abundante cantidad de fibras
colágenas. Entre la unión del tejido dérmico
y epidérmico se observó que la membrana
basal no presentó discontinuidad y se hallaba
contorneando las láminas dérmicas secunda-
rias.
En las biopsias de tejido dermo-epidér-
mico de pie incubado con veneno de B.
diporus se observaron alteraciones en la ar-
quitectura de las láminas epidérmicas secun-
darias. Adicionalmente, se evidenció adelga-
zamiento y ondulaciones de las láminas epi-
dérmicas secundarias (LES). Los núcleos de
las células basales se encontraban redondea-
dos y eventualmente localizados en el polo
basal de las células. Las alteraciones induci-
das por el veneno de B. diporus también
afectaron la MB, la cual presentaba zonas
de separación con respecto a la estructura
laminar epidérmica; inclusive con pérdida de
unión con las células basales. Asimismo, al-
gunas células basales epidérmicas evidencia-
ron nucleólisis. El desprendimiento de la MB
abarcó desde la cara epidérmica y las capas
de MB laminares libres permanecieron uni-
das al tejido conjuntivo (Figura 1).
Inmunohistoquímica
La expresión de L-5 en los cultivos de
biopsias del grupo control las láminas mostró
intensa inmunomarcación en la membrana de
los endotelios de arteriolas y venas
interlamelares. Asimismo, la inmunoreac-
tividad fue claramente notable en toda la ex-
tensión de la membrana basal a nivel de la
unión dermo-epidérmica de las biopsias nor-
males no tratados.
La inmunomarcación fue significati-
vamente menor en las biopsias precultivadas
con veneno de B. diporus. La laminitis ex-
perimental causó la disminución de la
inmunomarcación de la L-5 y pérdida del pa-
trón normal de localización a nivel de la unión
dermo-epidérmica (Figura 2 A,B). La pérdi-
da de L-5 conlleva a la falla de los anclajes
de los filamentos proteicos que conectan la
epidermis a la dermis. Por lo tanto, sin un
complemento completo de filamentos ancla-
dos, se produce la separación en la unión
dermo-epidérmica lamelar.
A nivel de vasos sanguíneos se observó
disminución de la inmunoreactividad de la L-
5, evidenciando que las MMP del veneno
afectan no solo la estructura de las laminillas,
sino también la estructura de las membranas
basales de arteriolas y vénulas interlamelares
(Figura 2 C,D).
Este trabajo reporta por primera vez el
doble efecto deletéreo de las MMP del vene-
no de B. diporus sobre las estructuras com-
ponentes de las láminas y laminillas de los
cascos equinos y la alteración de la
microvasculatura de la lámina que conduce a
un microambiente hipóxico y proinflamatorio
que afecta la correcta funcionalidad de la
unión dermo-epidérmica.
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Figura 1. Evaluación histopatológica de biopsias de pie equino. A: Biopsia control. Se observa el
tejido dermo-epidérmico normal con láminas epidérmicas secundarias (LES) unidas a las co-
rrespondientes láminas dérmicas secundarias (LDS). B: Biopsia de pie equino precultivado con
veneno de Bothrops diporus. Se observa pérdida de la unión dermo-epidérmica y profunda
alteración lamelar. Los espacios blanquecinos correspondientes a espacios de separación de
LES de las LDS. Coloración H/E. Las barras indican 100 µm
Figura 2. Inmunohistoquímica de laminina 5. A: Biopsia control con expresión fisiológica de laminina
5. La proteína de anclaje se encuentra uniformemente distribuida en las membranas basales a lo
largo de la unión dermo-epidérmica. B: Biopsia de pie equino precultivado con veneno de Bothrops
diporus. La expresión de laminina 5 es significativamente menor y se acompañan con pérdida
de la integridad lamelar. Contra coloración nuclear con hematoxilina. Las barras indican 20 µm.
C: Biopsia control con expresión fisiológica de laminina 5 (evaluación zona vascular). Se obser-
va expresión constitutiva en membranas de vénulas y arteriolas. D: Biopsia de pie equino
precultivado con veneno de B. diporus. La expresión de laminina 5 es significativamente menor
y se acompañan con pérdida de la integridad vascular. Contra coloración nuclear con hematoxilina.
Las barras indican 20 µm
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DISCUSIÓN
El presente estudio in vitro demuestra
que el veneno entero de B. diporus induce a
lesiones de desprendimiento de la membrana
basal, causando separación de la dermis y
epidermis, unión indispensable para mante-
ner en posición normal la tercera falange den-
tro del casco. Pollitt y Daradka (1998) re-
portaron que la desintegración de la MB y la
pérdida de su unión con las células basales
de la epidermis parece ser uno de los prime-
ros eventos patológicos que se producen en
la laminitis aguda y podría ser el cambio que
inicia el colapso de la arquitectura lamelar.
Paralelamente, en este estudio se veri-
ficó que el veneno causó lesiones importan-
tes en los componentes de células epidérmi-
cas basales. Este hallazgo es congruente con
el trabajo de Teibler et al. (2017) con res-
pecto al efecto del desprendimiento de célu-
las endoteliales de la membrana basal. Simi-
lares antecedentes fueron reportados por
otros autores que estudiaron el efecto de
metaloproteinasas de vipéridos, determinan-
do que estos componentes de los venenos
interfieren con las moléculas de adhesión
entre células endoteliales y la matríz
extracelular (Diaz et al., 2005; Tanjoni et al.,
2005).
Las investigaciones evidencian que es-
tas enzimas también están involucradas en la
patogenia de la mionecrosis local (Gutiérrez
et al., 1995), daño de piel (Rucavado et al.,
2002), edema y otras reacciones asociadas
con inflamación inducida por venenos
(Gutiérrez et al., 1995; Moura da Silva et al.,
1996). Así, las metaloproteinasas de veneno
juegan un rol relevante en la patogenia del
daño tisular local de dos maneras: a) por libe-
rar el factor α de necrosis tumoral al activar
al precursor unido a la membrana (Moura da
Silva et al., 1996), facilitando la generación y
liberación de una cascada de mediadores
inflamatorios que contribuyen con el daño del
tejido, y b) por inducir la síntesis de las MMP
en tejidos afectados (Rucavado et al., 2002;
Gutiérrez y Rucavado, 2000).
Los hallazgos de este estudio con res-
pecto a la pérdida de la integridad causada
por las MMP con disminución de la detec-
ción de L-5 son concordantes con lo reporta-
do por Kaenulainen et al (1998), quienes in-
dican que L-5 juega un rol esencial en la
interacción con queratinocitos y que diferen-
tes componentes del microambiente de la
matriz extracelular interaccionan durante la
cicatrización para restaurar la integridad de
la membrana basal con L-5, independiente-
mente del tipo de injuria experimental aplica-
da. Surge aquí una nueva perspectiva de de-
sarrollo futuro, considerando que sería plau-
sible pensar que, inhibiendo la acción de las
MMP en los tejidos lamelares equinos, el te-
jido se reconstituiría con la sobreexpresión
de L-5. Estudios adicionales deberán ser rea-
lizados para poder asegurar esta presunción.
Resulta interesante, por otra parte, te-
ner en cuenta que L-5 se halla notablemente
disminuida en los componentes estructurales
de los vasos sanguíneos del pie equino por
acción del veneno de B. diporus, conllevan-
do a una hipoxia del microambiente lamelar.
La hipoxia es un poderoso desencadenante
de la apoptosis o muerte celular programada
por la vía intrínseca, por lo que los desprendi-
mientos de la unión dermo-epidermal con las
alteraciones histológicas descritas en este
estudio podrían estar reflejando tanto el efecto
directo de las MMP del veneno, como el efec-
to indirecto de la baja tensión de oxígeno en
la supervivencia de las células basales
epidermales de las laminillas y estructuras
vasculares. En este sentido y coinciden-
temente con lo observado, se reporta que los
niveles de L-5 decrecen en células epiteliales
de córneas cultivadas in vitro en condicio-
nes hipoxicas y que estas sufren muerte ce-
lular por apoptosis frente a los cambios del
potencial de membrana mitocondrial (Esco
et al., 2001)
Estos resultados permiten inferir que las
metaloproteinasas componentes de los vene-
nos de B. diporus podrían repercutir en alte-
raciones de la vascularización y en la estruc-
tura de las láminas de cascos equinos en ac-
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cidentes ofídicos a través de la degradación
de L-5. Este estudio constituye un aporte ori-
ginal a la comprensión de las bases subya-
centes en la intoxicación ofídica por B.
diporus y podría ser extrapolado a la clínica
veterinaria para futuras intervenciones tera-
péuticas frente a este tipo de venenos.
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